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金 花茶 子叶 在 离 体 培养 中 胚 状 体 
的 发 生 和 小 植株 的 形成 


《中 国 科学 院 昆明 植物 研究 所 ) 


RE 研究 了 金 花 茶 (Camellia chrysantha (Hu) Tuyama) 子叶 在 离 体 培 养 中 体 细 
FOIE RAK AE BARE. HE MS 基本 培养 基 中 附加 茶 基 嗓 叭 (BA) 或 蔡 基 顺 叭 与 茜 乙 酸 (NAA) 
组 合 ， 诱 导 了 乓 状 体 发 生 。 组 织 学 观察 表明 ， 胚 状 体 起 源 于 子叶 的 表皮 细胞 。 在 增添 细胞 分 
烈 素 和 生长 索 的 MS 或 改良 Bs 液体 培养 基 里 振 葛 培养 ， 明 显 地 促进 了 胚 状 体 根 的 生长 和 2E 
的 发 育 。 胚 状 体 在 继 代 培养 中 能 保持 王 盛 的 再 生 能 力 。 已 得 到 两 个 繁殖 率 较 高 的 胚 状 体 无 性 
Ro 在 合适 的 条 件 下 ， 胚 状 体能 长 成 正常 的 小 植株 。 

关键 词 。 金 花茶 ， ARR, ERE 


金 花茶 (Camellia chrysantha (Hu) Tuyama) 是 近年 我 国 发 现 的 珍贵 的 金黄 色 
山茶 花 52，9，24  ， 花 拆 金 黄色 ， 花 型 秀丽 ， 因 而 引起 国内 外 园艺 学 工作 者 和 茶花 育种 
学 家 的 极 大 兴趣 。 但 金 花茶 在 我 国 分 布 范围 很 窗 ， 资 源 不 多 。 因 此 ， 研 究 金 花茶 在 离 体 
条 件 下 的 植株 再 生 ， 对 于 种 质 资源 保存 和 快速 繁殖 都 是 很 有 意义 的 。 关 于 木 本 植物 的 胚 
状 体 发 生 已 有 一 些 报 道 c1,3,4,6,7,8,10, 181， 在 茶 属 植物 中 ， 曾 报道 过 油茶 (Oil-tea 
plant) AY ARK, Bennett 40133 (1982) 从 红 花 茶 (Camellia japonica) 子 时 离 体 
培养 中 ， 诱 导出 愈 伤 组 织 和 无 根 苗 ， 金 花茶 的 胚 状 体 发 生 尚未 见报 道 。 我 们 用 金 花茶 的 
子叶 在 离 体 培养 条 件 下 ， 诱 导体 细胞 胚 状 体 发 生 ， 并 形成 大 量 的 完整 小 植株 。 现 把 部 分 
研究 结果 报道 如 下 。 


Hh 料 与 方法 


试验 材料 按 常 规 的 方法 消毒 后 ， 取 子叶 分 成 不 同 部 位 切 块 ， 接 种 于 改良 的 MS, 
BOON, 基本 培养 基 上 ， 附 加 不 同 生长 调节 剂 ， 如 2, 4-D、IAA、NAA、KT、 
ZT 和 BA 及 其 各 种 组 合 ， 置 于 27°C 暗 培养 或 光 下 培养 ， 诱导 胚 状 体 发 生 。 胚 状 体 的 继 
代 培 养 和 增殖 以 及 壮 苗 培养 ， 仍 用 改良 MS. By 等 培养 基 ， 附 加 不 同 种 类 和 浓度 的 激 
素 ， 作 固体 静止 培养 或 液体 振 葛 培 养 〈 播 床 转速 为 150 次 /分 ) 。 另 取材 料 经 固定 后 ， 用 
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ik 验 结 OR 


1. 胚 状 体 的 发 生 

金 花茶 子叶 切 块 培养 在 添加 适当 激素 的 MS 基本 培养 基 上 ， 一 周 后 切 块 开始 膨大 ， 
2 — 3 周 后 可 见 外 植 体 表面 有 小 突起 ，40 一 50 天 逐渐 形成 肉眼 可 见 的 不 同 发 育 阶 段 的 胚 
状 体 版 图 (I， 1 )。 组 织 学 观察 表明 ， 胚 状 体 起 源 于 子叶 的 表皮 细胞 胞 (图 版 1， 2). 
在 离 体 培养 条 件 下 ， 一 些 表 皮 细 胞 分 裂 产 生 胚 性 细胞 团 ， 这 类 胚 性 细胞 的 体积 较 相 邻 的 
表皮 细胞 小 ， 具 有 较 浓 的 细胞 质 和 较 大 的 细胞 核 ， 其 进一步 分 裂 和 分 化 ， 形 TL EK JE RR 
(图 版 1， 3 ) ， 然 后 由 球形 胚 发育 到 心 形 胚 (图 版 I1，4 )、 子 叶 形 县 (图 版 T，5) 
Alte GE, APRI, 2 一 8 可 见 胚 状 体 发 生 和 发 育 的 过 程 。 由 于 胚 状 体形 成 是 不 同步 
的 ， 在 一 块 外 植 体 上 可 以 看 到 不 同时 期 和 大 小 不 同 的 胚 状 体 ， 在 子叶 健 展 前 ， 胚 状 体 旺 
ERR” (图 版 I，6 ) ， 有 时 胚 状 体 密集 成 从 地 生长 图版，10〉， 它 们 以 类 
胚 柄 与 母体 相连 ， 容 易 从 母体 上 分 离 下 来 。 多 数 胚 状 体 具 2 片子 叶 ( 图 版 I[， 8 )， 少 数 
具 3 片子 时 (ABI, 7 ， 这 也 是 金 花 茶 的 多 子叶 特征 ) 或 只 有 1 片子 叶 。 子 叶 的 大 小 
也 不 一 致 ， 一 般 从 0.2 厘 米 至 1.0 厘 米 ， 有 的 肥厚 肉质 化 ， 其 大 小 可 达 1.5 厘 米 。 在 适当 
的 培养 基 上 ， 胚 状 体 进一步 生长 发 育 ， 茎 端 伸 长 形成 茎 ， 根 端 伸 长 形成 下 胚 轴 和 主根 ， 
长 成 完整 的 小 植株 。 

除 胚 状 体 以 外 ， 在 实验 中 还 观察 到 由 外 植 体形 成 一 种 园 球 状 的 “球状 体 ” (图 版 
I, 9), 呈 和 乳白 色 或 乳 黄色 ， 表 面 光滑 ， 其 大 小 约 为 0.2 一 1.2 厘 米 。 这 种 “球状 体 ”在 
培养 中 未 见 直 接 发 育成 苗 ， 但 将 其 切 据 ， 用 作 继 代 培 养 ， 其 表面 具有 了 旺盛 的 形成 胚 状 体 
的 能 力 。Havranek 等 QD、 周 云 罗 等 <53 和 Dutton 等 G4 也 曾 观察 到 一 种 球状 体 。 

2. 胚 状 体 发 育 的 控制 

用 从 母体 上 分 离 下 来 的 胚 状 体 或 子叶 作 材 料 ， 研 究 胚 状 体 发 育 的 茶 侍 ， 比 较 了 激素 
和 培养 基 等 对 胚 状 体形 成 和 发 育 的 影响 。 

激素 的 影响 ， 比 较 了 不 同 激素 和 激素 组 合 的 影响 ， 在 固体 培养 基 中 添加 适量 的 BA 
或 BA 与 NAA 配 合 ， 有 70% 左 右 的 培养 物产 生 新 的 胚 状 体 。 结 果 表 明 ， 适量 的 细胞 分 
裂 素 可 诱导 胚 状 体形 成 和 发 育 。 当 BA 的 浓度 过 高 时 ， 诱 导 发 生 新 的 胚 状 体 的 频率 明显 
下 隆 ， 这 时 根 的 生长 发 育 受 抑制 ， 胚 状 体 生长 缓慢 。 三 种 不 同 细胞 分 x BAL KT, 
ZT， 在 较 高 浓度 下 ， 对 胚 状 体 的 形成 表现 出 不 同 程度 的 抑制 作用 ， 其 抑制 作用 的 顺序 是 
BA>KT>ZT， 而 这 三 种 细胞 分 裂 素 在 较 高 浓度 下 ， 都 有 促进 胚 状 体 的 荃 芽 分 化 的 作 
用 ， 对 于 促进 产生 芽 和 多 芽 ， 其 活性 最 强 的 是 BA, HE KT, Huse ZT, 

比较 了 不 同 浓度 2, 4-D 对 胚 状 体 发 育 的 影响 ， 在 改良 Bs 或 MS 基本 培养 基 中 ， 
附加 不 同 浓度 的 2, 4-D， 当 2, 4-DD 的 浓度 较 低 时 ， 有 30% 左 右 的 培养 物产 生 新 的 胚 
状 体 ， 但 每 块 母体 上 产生 的 胚 状 体 的 数目 较 少 ， 当 2 , 4 -浓度 增高 时 ， 培 养 物 产生 新 
的 胚 状 体 的 百分比 明显 下 降 ， 而 产生 愈 伤 组织 的 比例 和 数量 增加 ， 这 种 愈 伤 组 织 在 进 一 
步 的 培养 中 ， 未 见 形 成 胚 状 体 。 

在 渡 体 振 落 培养 中 ， 当 提高 生长 素 对 细胞 分 裂 素 的 比例 时 ， 胚 状 体 的 生长 被 促进 ， 
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容易 形成 肥厚 状 肉质 化 的 子叶 ， 将 这 种 子叶 切 块 并 转 到 诱导 胚 状 体 的 固体 或 液体 培养 基 
上 上 ，30 一 40 天 后 ， 再 生出 大 量 的 胚 状 体 。 

总 之 ， 一 旦 胚 状 体 被 诱导 发 生 ， 其 进一步 发 育 所 要 求 的 激素 条 件 不 是 很 严格 的 。 

培养 基 的 影响 ， 三 种 培养 基 试 验 表 明 ， 对 于 诱导 胚 状 体 ，MS 培养 基 优 于 Bs 培养 
基 ， 前 者 比 后 者 诱导 率 提高 15% 左 右 ，Ne 培 养 基 介 于 MS 与 Bs SH, 关于 氮 态 氨 与 硝 
态 氮 的 比例 对 胚 状 体 发 生 的 影响 ， 已 有 不 少 报道 rl8，25)， 本 试验 也 表明 ， 氨 态 氨 与 硝 态 
氮 的 比例 为 1 : 2 时 ， 对 金 花茶 子叶 诱导 胚 状 体 是 有 利 的 。 

5. 液 体 振 荡 培 养 对 促进 胚 状 体 生长 和 增殖 的 作用 

金 花 茶 胚 状 体 在 母体 上 密集 成 从 地 生长 ， 如 继续 留 在 原 培养 基 上 ， 生 长 缓慢 ， 很 难 
长 成 完整 小 植株 。 把 胚 状 体 分 离 下 来 转移 到 含有 适量 激素 的 固化 培养 基 上 ， 多 数 可 长 成 
苗 ， 但 生长 速度 较 慢 。 

在 液体 培养 基 中 作 振 葛 培 养 ， 对 胚 状 体 的 生长 和 增殖 有 明显 的 促进 作用 。 当 改良 
Bs 或 MS 液体 培养 基 里 增添 适量 的 生长 素 和 细胞 分 裂 素 ， 经 3 一 4 周 ， 胚 状 体 蔡 端 和 根 
端 很 快 伸 长 ， 形 成 不 同形 状 和 大 小 的 胚 状 体 和 幼苗 CEDE, 12 。 同 时 ， 在 部 份 老 的 
胚 状 体 的 子叶 、 下 胚 轴 上 又 形成 新 的 次 级 胚 状 体 。 液 体 振荡 培养 比 在 固体 培养 基 上 ， 能 
较 快 地 诱导 根 和 茎 的 形态 发 生 ， 到 了 鱼雷 期 后 ， 转 到 固化 培养 基 上 生长 成 菌 。 总 之 ， 液 
体 振 落 培 养 ， 明 显 地 促进 胚 状 体 根 的 生长 和 茎 的 发 育 。 

4. 胚 状 体 的 继 代 培养 和 小 植株 的 产生 

通常 在 固化 培养 基 上 作 继 代 培 养 ， 用 上 胚 状 体 的 子叶 ， 尤 其 是 肥厚 肉质 化 的 子叶 或 
“球状 体 ”将 其 切 块 ， 接 种 在 继 代 培养 基 上 培养 ， 每 40 天 左右 继 代 一 次 。 目 前 已 选 出 两 
个 繁殖 率 较 高 的 胚 状 体 无 性 系 ， 这 两 个 无 性 系 在 含 细胞 分 裂 素 和 生长 素 的 液体 培养 基 里 
振荡 继 代 培养 ， 经 40 天 左右 ， 每 块 〈 大 小 为 0.5 一 0.7 厘 米 〉 平 均 产生 70 一 80 个 肉眼 可 见 
的 胚 状 体 。 胚 状 体 已 继 代 培养 一 年 ， 目 前 仍 保持 着 旺盛 的 再 生 能 力 。 由 上 胚 状 体 产 生 了 大 
量 的 试管 苗 ( 图 版 卫 ，14)， 人 金 花 茶 子 叶 在 离 体 培养 中 诱导 的 胚 状 体 ， 已 长 成 具有 正常 
根 、 荃 、 叶 的 植株 〈 图 版 I，15) 。 

讨 论 

由 本 实验 可 见 ， 金 花茶 子叶 具有 很 强 的 胚 状 体 发 生 能 力 ， 在 植物 组 织 培养 中 ， 遂 过 
体 细胞 胚 状 体 途 经 产生 植株 ， 频 率 高 ， 速 度 快 ， 这 为 金 花茶 的 快速 繁殖 和 种 质 资 源 保 
存 ， 提 供 了 新 途径 。 

关于 诱导 胚 状 体 的 激素 条 件 ， 在 胡 莫 下 017,18 HpXOD EAR Ke, DESEE 
状 体 发 生 必须 有 2, 4-D， 而 胚 状 体 发 育 需 在 无 激素 或 你 浓度 生长 素 条 件 下 。 还 有 报告 
指出 ， 细 胞 分 裂 素 抑 制 胚 状 体 发 生 ， 如 胡 萝 下 dP、 匣 t99、 黑 种 草 Q2、 回 回 苏 C239) 等 。 
我 们 用 金 花茶 子叶 外 植 体 在 含 细胞 分 裂 素 R5 NAA AA) 的 培养 基 上 诱导 了 体 细胞 
胚 状 体 ， 只 是 当 细 胞 分 裂 素 的 浓度 增高 时 ， 胚 状 体 的 形成 才 裘 现 出 受 抑 制 。 也 已 有 报 


道 ， 红 栈 桶 "262、 克 劳 蒋 棉 CD、 山 岭 麻 黄 5222 等 在 仅 含 细胞 分 裂 素 的 培养 基 上 诱导 形成 
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2，4-D 对 胚 状 体 的 形成 是 不 利 的 。 金 花茶 胚 状 体 的 形成 ， 不 但 与 激素 种 类 有 关 ， 而 且 
与 激素 的 浓度 有 关 。 各 种 植物 的 胚 状 体 发 生 ， 要 求 不 同 的 激素 条 件 ， 这 可 能 是 由 于 各 种 
材料 所 含 的 内 源 激 素 不 同和 材料 的 生理 状态 差异 所 致 。 
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SOMATIC EMBRYOGENESIS AND PLANTLETS FORMATION IN 
COTYLEDON CULTURE OF CAMELLIA CHRYSANTHA 


Zhuang Chengji and Liang Hanxing 


(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica) 


Abstract The conditions of somatic embryogenesis in cotyledon culture of 
Camellia chrysantha (Hu) Tuyama were studied. The embryoids were occurred 
on the Murashige and Skoog medium with the addition of 6-benzyladenine 
or combination with NAA. Histological observations showed that the embr- 
yoids originated from the epidermal cells of cotyledon, The root growth and 
the shoot development of embryoids were promoted markedly in the MS or B, 
liquid medium supplemented with cytokinin and auxin by shake culture, The 
embryoids maintained normal growth and embryogenesis capacity in the subculture. 
Two clones of embryogenesis of higher frequency have been obtained. The 
normal plantlets can be formed from embryoids under suitable conditions, 


Key words, Camellia chrysantha; Tissue culture, embryoid 


EXPLANATION OF FIGURES 

Emb, embryoids cot, cotyledons r, root. 

PLATE I. 

Fig 1. Embryoids formed from the cotyledon segment. Fig 2. The mass of embryonic cell originated 
from the epidermal cell of cotyledon. Fig 3. Globular embryo. Fig 4. Heart-shaped embryo. Fig 
5. Cotyledonary embryo. Fig 6. Several developing embryos. Fig 7 —8.Plantlets with three or two 
cotyleodns developed from embryoids. Fig 9. Globoid. 

PLATE I. 

Fig 10. Crowded embryoids formed from one cotyledon segment. Fig 11. Embryoids in subculture on 
agar medium. Fig 12. Growth of embryoids in liquid medium by shake culture. Fig 13. Embryoids and 
plantlets showing the different shape and size. Fig 14. Plantlets developed from embryoids. Fig 15. Plantlet 
established in pot. 
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